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1. RESUMEN

El cancer oral son aquellas neoplasias malignas desarrolladas en la mucosa oral. Representa
una serie de problemas que incrementa en todo el mundo. En México, el cancer oral ha ido en
aumento en las Gltimas décadas, representan entre el 1 y 5% del total de las neoplasias malignas.
Por otro lado, la autofagia es una via de degradacion de macromoléculas que también funciona
como un mecanismo supresor de tumores. El proceso de autofagia depende del ensamble de
complejos formados por las proteinas codificadas por los genes asociados a autofagia
(autophagy-related genes, ATGs). La proteina ATG16L1 tiene funciones importantes en varias
etapas de la autofagia, por lo que su deficiencia trae como consecuencia una disminucion
significativa en el desarrollo de este proceso. Por esa razon, el objetivo de este trabajo fue
evaluar como la proteina ATG16L1 regula el proceso de carcinogénesis en un modelo murino
de céncer oral. Para ello, se indujo cancer oral con 4ANQO a ratones silvestres (wild type, WT)
y ratones hipomorficos de la proteina ATG16L1 (ATG16L1"M) hembras y machos. Entre la
metodologia empleada sé registro el peso de los organismos durante 16 semanas, se realizd
extraccion de lenguas y paladar, se registro la longitud y se realiz6 la histologia de las lenguas,
asi como el andlisis del patron de mucinas salivales, se cuantificaron las concentraciones de
interleucina 4 (IL-4) e interleucina 15 (IL-15) por ELISA en cultivo celular de bazo, ganglios
cervicales y suero sanguineo de los grupos WT 4NQO y ATG16L1 "M 4NQO vy citometria de
flujo para determinar el porcentaje de linfocitos B en bazo. En los resultados, se aprecia la
disminucion del peso corporal, asociada a la progresion de la enfermedad. Los ratones
ATG16L1™"™ fueron mas susceptibles al desarrollo de COCE, como se evidencia en la presencia
de lesiones macroscopicas y en el dafio histopatoldgico avanzado en los tejidos de la lengua,
aunque no se encontraron cambios en el paladar en ninguno de los grupos experimentales. Los
grupos WT y ATG16L1"™M con 4NQO tanto en hembras como en machos, presentaron dafio en
el patron de mucinas salivales. Los datos de hematocrito no evidenciaron alteracion en el
namero de células rojas. Se encontré6 mayor concentracion de IL-4 en cultivo celular de bazo y
ganglio cervical de ATG16L1"™ 4NQO (sin estimular), podria estar asociada a la progresion
de la enfermedad en este grupo, pero al estimular las células de bazo y ganglio cervical con
concanavalina A, se encontré una menor concentracion de 1L-4 en ATG16L1"M 4NQO, lo que
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nos siguiere un agotamiento de linfocitos T en este grupo, en suero sanguineo fue mayor la
concentracion de esta interleucina en WT hembras, ya que esta puede ser secretada por otras
celulas. Se encontré mayor concentracion de 1L-15 en el grupo WT, lo que nos sugiere un
mejor pronostico de la enfermedad para este grupo. Por Gltimo, se observé un mayor porcentaje
de linfocitos B en el grupo ATG16L1"M 4NQO, lo cual podria estar asociado a un mal
pronostico de la enfermedad. Asi, los resultados sugieren que el grupo ATG16L1HM es mas

susceptible al desarrollo de carcinogénesis oral que el grupo de ratones WT.



2. INTRODUCCION

2.1. CANCER ORAL DE CELULAS ESCAMOSAS
El cancer son enfermedades que se ocasionan cuando el organismo produce células en

exceso, esto por adquisicion de mutaciones que alteran el equilibrio entre renovacion y muerte
celular. EI cancer oral se agrupa junto con el cancer de cabeza y cuello, en el caso del cancer
de la cavidad oral, representa aquellas neoplasias malignas desarrolladas a partir de la mucosa
oral. Por lo que puede desarrollarse en: labio, lengua, piso de la boca, mucosa bucal, encia
superior e inferior, trigono retromolar y paladar duro (Garcia y Bascones, 2009; Montero y
Patel, 2015; Rabinovich et al, 2013).

En la cavidad oral pueden surgir dos tipos de céncer, el carcinoma oral de células
escamosas 0 epidermoide (COCE), este el mas comun, debido a que el 90% de los canceres se
originan en las células escamosas. Por otro lado, estan los carcinomas de células no escamosas,
estos se presentan en menor cantidad, derivan del epitelio, tejido conectivo, glandulas salivales
menores, tejido linfoide y melanocitos o metastasis de un tumor distante (Montero y Patel,
2015; Rivera, 2015).

Los principales factores de riesgo desencadenantes del cancer oral son el consumo de
tabaco y alcohol, el tabaco contiene muchos componentes carcindgenos, ademas, se ha
observado un efecto sinérgico entre el tabaco y el alcohol. En menor medida se puede presentar
por la dieta (deficiencias dietéticas y consumo de carnes rojas en exceso), inmunosupresion
(pacientes con virus de la inmunodeficiencia humana (VIH)), enfermedad periodontal,
infecciones (por el virus del papiloma humano (VPH)), radiacion, alteraciones genéticas
(xeroderma pigmentoso, anemia de Fanconi y ataxia telangiectasia, tienen una mayor
incidencia en cancer de cabeza y cuello), etc (Garcia y Bascones, 2009; Montero y Patel, 2015).

Los diferentes tipos de cancer oral pueden tener sintomas variables. En etapas tempranas
del cancer, a menudo los pacientes son asintomaticos. En etapas mas avanzadas de
carinogenesis, los pacientes pueden presentar dolor significativo, dificultad para masticar,

tragar o incluso hablar (Rhodus y Patel, 2014).



2.2. DESARROLLO DE COCE
La carcinogénesis oral es un proceso complejo, comienza cuando la mucosa oral normal

estd expuesta a diferentes factores de riesgo, los cuales alteran la homeostasis generando
inestabilidad genética en las células epiteliales (Rivera, 2015).

Los primeros cambios clinicos observables son las lesiones precancerosas, es decir, un
tejido morfolégicamente alterado, méas propenso a desarrollar COCE, como lo son la
leucoplasia, caracterizada por lesiones blancas, y la eritroplasia, que se caracteriza por lesiones
rojas. A nivel histoldgico se observan cambios epiteliales como hiperplasia, varios niveles de
displasia, hasta llegar a carcinoma in situ y finalmente cancer (Figura 1) (Garcia y Bascones,
2019; Rivera, 2015).

Durante la carcinogeénesis, en las células se dan alteraciones genéticas, que afectan los
procesos de reparacion del ADN, cambios en el ciclo celular, diferenciacion celular y apoptosis.
Lo que resulta en células dafiadas que heredan estas alteraciones a sus clones. En un proceso
mas avanzado de carcinogénesis, la proliferacion de las células dafiadas promueve la invasion

y posibilita la metéstasis (Figura 1) (Rivera, 2015).
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Figura 1. Desarrollo del carcinoma de células escamosas de la cavidad oral (Rivera, 2015).
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2.3. EPIDEMIOLOGIA DEL CANCER ORAL
El cancer es un problema de salud mundial y una de las causas mas importantes de

mortalidad. En el caso del cancer oral, junto con la faringe se agrupan en el sexto tipo de cancer
mas comun en todo el mundo. Los tumores malignos de la cavidad oral representan del 2 al 3%
del total de los canceres, con un total de 377 713 casos nuevos todo el mundo, en 2020 (Figura
2). Sin embargo, su incidencia va a depender del &rea geografia, siendo Asia el continente que
presenta mayor numero de casos en 2020 con 248 360 (Figura 2) (Garcia et al, 2019; Sidrén y
Perez, 2015).

En el caso de México, el cancer oral representa entre el 1 y 5% del total de las neoplasias
malignas del pais. En el 2020 México presento un estimado de 1 500 casos nuevos, es el
segundo lugar en Ameérica Latina, tan solo después de Brasil (Figura 3) (Carrillo et al, 2011).

En cuento a la edad, el cancer oral afecta en su mayoria a hombres de entre los 50 y 70
afios de edad. Donde los factores principales para el desarrollo del cancer son el alcohol vy el
tabaco, el 80% de los pacientes son fumadores y el 50% tienen habito alcohélico (Garcia et al,
2019).
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Total : 377 713

Figura 2. Numero estimado de casos nuevos en 2020, labio, cavidad oral, ambos sexos, todas
las edades, en el mundo (GLOBOCAN 2020).
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Figura 3. Numero estimado de casos nuevos en 2020, labio, cavidad oral, ambos sexos, todas
las edades, en Latinoamérica y el Caribe (GLOBOCAN 2020).

2.4. AUTOFAGIA
La autofagia (macroautofagia) es un proceso de degradacion y reciclaje celular. Se basa

en la formacion de novo de una vesicula de doble membrana (autofagosoma), que secuestra y
transporta las cargas celulares que se van a degradar. El proceso inicia con la formacion del
fagdforo, este se extiende hasta formar el autofagosoma esférico, después este tltimo se fusiona
con un lisosoma (formando un autolisosoma), las hidrolasas lisosomales son las encargadas de
degradar los componentes (Figura 4) (Parzych y Klionsky, 2014).

En este proceso participan dieciocho proteinas llamadas ATGs y cinco factores
adicionales, agrupados en cinco complejos funcionales en eucariotas superiores. Los complejos
que participan son: el complejo de quinasa similar a UNC-51 (ULK), compuesto por el Quinasa
ULK1/2, ATG13, FIP200 y ATG101; el complejo PtdIins3K de clase 11l formado por VPS34,
p150, BECLIN1/ATG6, ATG14L, AMBRA1 y VMP1; ademés interactuan otros factores
incluidos ATG2A, ATG9A, DFCP1 y WIPII-4; el sistema de conjugacion ATG12, donde
participan ATG12, ATG7, ATG10, ATG5 y ATG16L1; y el sistema de conjugacion LC3, que
incluye a LC3, ATG4, ATG7 y AT3 (Figura 4) (Bestebroer et al, 2013).

La autofagia tiene un papel importante en la carcinogénesis, actia como un supresor de

tumoral. Se encarga de remover organelos y/o proteinas dafiadas, limita el crecimiento celular
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y la inestabilidad genética, reduce los procesos inflamatorios y/o la necrosis, limita la tolerancia
y promueve la inmunovigilancia tumoral. Sin embargo, la autofagia también puede ayudar a la
supervivencia de las células tumorales (Pefia y Bautista, 2013).

En el caso del COCE, se ha encontrado que la autofagia es un proceso que puede estar
involucrado en el desarrollo y progresion de este cancer. Estudios resientes han descubierto que
los biomarcadores de autofagia, LC3B, p62 y Beclin 1 aumentan durante el cancer oral humano
y en la carcinogénesis inducida por 4NQO. Otro estudio encontrd una sobreexpresion de la
proteina ATG16L1 en lesiones potencialmente malignas y COCE (Nomura et al, 2009; Wu et
al, 2018).
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Figura 4. A) Proceso de autofagia y; B) Proteinas que participan en la autofagia (Bestebroer
et al, 2013).
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2.5. PROTEINA ATG16L1
La proteina ATG16L1 esta presente en mamiferos y es el ortlogo de atgl16 en levadura.

En su estructura, esta proteina cuenta con tres dominios: una region N-terminal, importante
para la union al complejo ATG5-ATG12; una region media con un dominio de bobina enrollada
(CCD); y una regién C-terminal con 7 repeticiones WDA40, las cuales estan ausentes en Atgl6
(Figura 5) (Gammoh, 2020).

Esta proteina tiene funciones importantes en varias etapas de la autofagia. Entre sus
principales funciones: media el reclutamiento de fagdéforo del conjugado ATG5-ATG12;
ATG16L1 facilita el crecimiento de fagoforos para la nucleacion de la membrana del
autofagosoma; ATG12-ATG5-ATG16L1 participan como ligasa E3 en la conjugacion de PE a
LC3-1 para crear LC3-1l importante para la formacion del autofagosoma (Gammoh, 2020).

Por lo tanto, la deficiencia de ATG16L1 interrumpe el reclutamiento del complejo
ATG5-ATG12, lo que resulta en una pérdida de LC3. En consecuencia, la formacién de
autofagosomas y la degradacion de proteinas de larga duracion son severamente alterados en
celulas deficientes en Atgl6L1 (Saitoh, 2008).

Region N-terminal Region media Repeticiones WD40
1

| 1
[ 11 11 1
)
I.U-Ez WD40 iy WD40 j WD40 5 WD40 g WD40 iy WD40 iy WD40
\_?—)

Enlace con ATGS

Figura 5. Organizacién de los dominios que conforman a la proteina ATG16L1 (Modificado
de: Gammoh, 2020).



3. JUSTIFICACION

Existen evidencias recientes que describen una alta expresion de moléculas asociadas a
autofagia en muestras de tumores de la cavidad oral, sin embargo, existe poca informacién
sobre la participacion de la proteina ATG16L1 en el desarrollo del cancer oral, el presente
trabajo tiene como finalidad evaluar la participacion de esta proteina en el proceso de

carcinogeénesis y en la respuesta inmune de esta enfermedad en un modelo murino.

4. HIPOTESIS

Ya que se ha sugerido que existe una desregulacion de la expresion de la proteina
ATG16L1 durante la carcinogénesis oral, la cual podria afectar el comportamiento maligno de
las células de carcinoma en células escamosas orales (Nomura et al, 2009), y a que la proteina
ATG16L1 es un regulador de la respuesta inflamatoria, se espera que los ratones hipomérficos
de la proteina ATG16L1 (ATG16L1HM) presenten mayor carcinogénesis en comparacion de

los ratones silvestres (WT).



5. OBJETIVOS

5.1. OBJETIVO GENERAL

Evaluar como la proteina ATG16L1 regula el proceso de carcinogénesis en un modelo murino

de cancer oral.

5.2. OBJETIVOS PARTICULARES

« Identificar las diferencias en el peso corporal de ratones WT y ratones ATG16L1HM,
expuestos a 1- oxido de 4- nitroquinolina (4NQO).

+ lIdentificar diferencias en la evaluacién macroscépica, de lengua y paladar, como
presencia de leucoplasia y la longitud de las lenguas de ratones WT y ratones
ATG16L1MM,

» Determinar el dafio histolégico en cortes de lengua.

 Identificar alteraciones en la saliva, a través del patron de mucinas.

» Cuantificar el porcentaje de células en sangre por hematocrito.

» Cuantificar la concentracién de IL-4 e IL-15 en suero sanguineo, sobrenadante de
cultivo de ganglio cervical y bazo.

» Determinar el porcentaje de linfocitos B en bazo por citometria de flujo
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1. MODELO DE CANCER ORAL
Se utilizaron ratones de ambos sexos tanto WT como ATG16L1"™ con fondo

genético C57BL/6 de 8-9 semanas de edad. A las hembras se les indujo cancer por 16
semanas con 300ul de stock de 4NQO (1- oxido de 4- nitroquinolina) por cada 100ml de
agua (4NQO al 0.3%) (Figura 6). Se registrd el peso de los ratones durante las 16 semanas.

En el caso de ratones machos, se les indujo cancer por 8 semanas con 300ul de stock
de 4NQO por cada 100ml de agua (4NQO al 0.3%) (Figura 6). Se registré el peso de los
ratones durante 16 semanas.

A la semana 16 de ambos grupos, se obtuvieron muestras de sangre de cada uno de
los ratones, se utilizd para hematocrito y se centrifugaron a 3000 rpm por 5 minutos para
obtener suero sanguineo posteriormente utilizados en ELISA. Se eutanizaron para la

extraccion de ganglio cervical, bazo, paladar y lengua (de esta Gltima se midi6 la longitud).

4NQO
1
I 1

0 Semana 16

e WIT ¢ ll
e ATGI6LY™ 28Criicio

4NQO

]
| | |
| I

0 Semana 8 Semana 16
e WT |

e ATGIGLI™ Sacrificic

Figura 6. Protocolo de administracion de 4NQO a ratones hembras y machos.

6.2. HISTOLOGIA DE LENGUAS
Las muestras de lengua se mantuvieron 24 hrs en formaldehido al 4%, posterior a ese

tiempo se realiz6 el tren de deshidratacion e inclusién (Anexo 1). Con las lenguas incluidas
en parafina, se realizaron cortes longitudinales, con un grosor de 5 um. Los cortes se tifieron

con hematoxilina y eosina (H&E) (Anexo 2).
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6.3. PATRON DE MUCINAS EN SALIVA
Se obtuvo una gota de saliva con pipeta Pasteur de cada uno de los ratones, la gota se

colocé en un portaobjetos y se dejé secar, posteriormente se observaron al microscopio con

la finalidad de identificar cambios estructurales en el patron de mucinas.

6. 4. HEMATOCRITO
Se obtuvieron muestras de sangre, cada muestra se le agrego 40ul de EDTA al 1%,

como anticoagulante. La sangre se recolecto por medio de un capilar hasta un 80% de la
capacidad. Se sellaron ambas esquinas del capilar y se dejo reposar por 24hrs. Se obtuvo el
porcentaje del contenido del paquete celular al dividir este entre el total de la muestra y
multiplicarlo por 100.

6.5. CULTIVO CELULAR DE BAZO Y GANGLIO CERVICAL
Se maceraron los ganglios y bazos de cada grupo de ratones, y se diluyeron en 1 ml

de medio RPMI1640 suplementado con SFB (10%) y antibiotico (estreptomicina, 10 pg/ml).
La suspension celular obtenida se coloco en tubos de 15 ml. Posteriormente las muestras se
centrifugaron a 3000 rpm por 6 minutos. Se decantd el sobrenadante y se resuspendié en
medio nuevo. Se tomo una muestra de 10 pl de cada muestra para conteo celular en camara
de Neubauer y se contabilizaron Unicamente las células vivas por medio de exclusion con
azul tripano.

Se sembraron 3 x106/ml (ganglio) y 5x106/ml (bazo), donde se organizaron grupos
sin estimulo y grupos que se estimularon con concanavalina A. Se incubaron a 37°C por 48
horas. Después de ese tiempo, 1ml de las muestras se pasaron a tubos eppendorf, se
centrifugo en frio para obtener 900 pl de sobrenadante posteriormente fueron utilizados para

ELISA.

6.6. ELISA
Se diluyo el anticuerpo de captura con PBS a una concentracion 1 pug/ml, se agregd

100 pl a cada pozo de la placa, se cubri6 la placa y dejo a 4°C toda la noche. Se desecho y

lavo la placa con PBS-Tween (0.05%) y se seco.
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Se colocaron 300 ul en cada pozo de solucion de bloqueo (PBS-BSA 1%) y se incubo
1 hora a 37°C. Se colocaron 50 pl de sobrenadante correspondientes a las muestras de células
totales de ganglio y bazo y 25 ul de suero sanguineo + 25 ul de PBS-BSA en los pozos
correspondientes, para la cuerva se agregd 200 ul de citocina recombinante (pozo 1A) del
pozo 2A- 12A se agreg6 100 ul PBS-BSA y se diluyo para obtener la curva. Se taparon las
placas y dejaron toda la noche a 4°C.

La placa se lavo, seco y se agregd a cada pozo 100 ul de PBS-BSA y anticuerpo de
deteccion (a una concentracion 0.5 pg/ml). Se dejo 1 hora a 37°C, se volvieron a lavar y
secar. Se agrego a cada pozo 100 pl de PBS/BSA y enzima HRP, se tap6 la placa y se dejo a
temperatura ambiente por 45 minutos. Se colocaron en cada pozo 100 pl de dilucion de
peroxido de hidrogeno y ABTS. Para finalizar se leyo la placa en espectrofotometro a 450

nm.

6.7. CITOMETRIA DE FLUJO
Para ello se utilizaron las muestras de células bazo con medio, los cuales se

centrifugaron por 6 min a 3000 rpm Yy se resuspendieron las muestras en 3ml de ACK por
3min. Se agregd 3ml de medio, centrifugo, decanto y resuspendio en 5ml de medio.

Se extrajeron 500ml de células. Se adiciono 500 pl de Fac’s en tubos Fac’s (o
eppendorf), para posteriormente centrifugar y decantar. Esto nuevamente se resuspendio en
200 pl de buffer de Fac’s y se agregd suero vacuno y los siguientes anticuerpos: C19+PE,
CD3+AP Cy7, PDL1, PDL 2 y 7TAAD. Se incubaron 40 min a 4°C. Pasado ese tiempo, se
agregaron 500 ul de buffer Fac’s, las muestras fueron centrifugadas, para decantar y
resuspender en buffer y nuevamente centrifugar y decantar. Por Gltimo, se agreg6 300ul de
Fac’s y 100ul PFA 4%. Las muestras se analizaron por citometria de flujo.

6.8. ANALISIS ESTADISTICO.
Para determinar si las diferencias observadas en los distintos parametros evaluados

eran estadisticamente significativas, se realizé una prueba de t no pareada. En dichas
comparaciones, un valor de p <0.05 se acepté como estadisticamente significativo. El analisis

se llevo a cabo con el programa Graph pad Prism versién 9.1.
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7. RESULTADOS

7.1. PESO CORPORAL
Ratones de ambos sexos a los cuales se les indujo COCE experimental como se indica

en la seccion de materiales y métodos, fueron monitoreados semanalmente para determinar
cambios en el peso corporal. La grafica 1 presenta el cambio en el porcentaje de peso
corporal, comparado con el peso inicial, en ratones WT y ratones ATG16L1"M tratados con
4ANQO durante 16 semanas. En el caso de las hembras (panel a), no presentaron diferencias
significativas entre ambos grupos, pero se observa una baja de peso en el grupo ATG16L1HM
en la semana 3 a la 5, seguida de un tiempo de recuperacion, posteriormente ambos grupos
tuvieron una baja de peso en la semana 16, comparada con la semana 0. Mientras que en el
caso de los ratones machos (panel b) el grupo ATG16L1HM observamos un peso corporal
significativamente menor, desde la semana 2 hasta el dia de sacrificio en la semana 16, esto

comparado con el grupo de ratones WT.
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Grafica 1. Porcentaje de peso corporal de ratones WT y ATG16L1™M tratados con 4NQO.

Los datos mostrados son obtenidos de un experimento con n=4 para cada sexo.
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7.2. ANALISIS MACROSCOPICO DE LA LENGUA Y PALADAR
La induccion de COCE experimental genera cambios macroscopicos, asi como

alteraciones histopatoldgicas en los diferentes tejidos de la cavidad oral. Los parametros que
se utilizan para realizar una descripcion de cambios macroscopicos incluyen lesiones
precancerosas como leucopasia o eritroplaisa, longitud de la lengua y la apariencia del
paladar. En este estudio se analizaron estos parametros en los diferentes grupos
experimentales.

En el caso de las hembras, se observa que los ratones WT control no presentan ningdn
tipo de lesion (figura 7a), mientras que en los ratones hembra WT 4NQO se observan
regiones engrosadas de color blanco (leucoplasia) y un pequefio tumor (figura 7b). Los
ratones hembra ATG16L1"™ control no presentaron ninguna lesion visible (figura 7c), sin
embargo, en los ratones ATG16L1"™ 4NQO son evidentes tumores de mayor tamario (figura
7d). En cuanto a la longitud de la lengua (grafica 7e), la prueba de t no pareada arrojo un
resultado de p<0.05 (representado con un *) por lo que estadisticamente, hay diferencias
significativas entre los ratones a los que se les indujo COCE del grupo WT comparado con
la longitud de la lengua de los ratones ATG16L1.
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Figura 7. Imagenes representativas de lengua de ratones hembra (experimento de n=4),
después de 16 semanas de induccion al cancer con 4NQO. a) WT Control; b) WT con 4NQO;
¢) ATG16L1™ control; d) ATG16L1"™ con 4NQO. (Las flechas indican formacion de

tumores); e) grafica longitud de lenguas en hembras tratadas con 4NQO (*p<0.05).

De igual manera, observamos que en el caso de los machos los ratones ATG16L.1"M
son mas susceptibles comparados con ratones machos WT, esto a pesar de recibir el reactivo
4NQO solamente la mitad del tiempo que las hembras. En la figura 8 podemos observar que
no fue evidente alguna alteracion en los individuos que recibieron agua sin 4NQO (control)
tanto WT y ATG16L1™"™, podemos ver las imagenes representativas de la figura 8a y 8c,
respectivamente. Cuando se administrd el agente carcinogénico 4NQO en los ratones WT,
se observé unicamente lesiones compatibles con leucoplasia (ver figura 8b), mientras que los
ratones ATG16L1"™ presentaron ademas de leucoplasia formaciones tumorales (figura 8d).
En las longitudes de las lenguas (Grafica 8e) no se observo ninguna diferencia significativa

en la longitud de la lengua de los grupos experimentales (p>0.05).
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Figura 8. Imagenes representativas (experimento de n=4) de lengua de ratones machos,
después de 8 semanas de induccién al cancer con 4NQO y sacrificados a la semana 16. a)
WT Control; b) WT con 4NQO; ¢) ATG16L1" control; d) ATG16L1"™M con 4NQO (la flecha
indica formacion tumoral); e) grafica longitud de lenguas en machos tratados con 4NQO
(p>0.05).

18



De manera adicional, se realiz6 un analisis visual de las maxilares obtenidas de los
grupos experimentales. En el caso de las hembras, no se observan diferencias significativas
en los grupos tratados con 4NQO (figura 9b y 9d) comparados con los grupos controles
(figura 9a 'y 9c), a pesar de recibir el tratamiento durante las 16 semanas, sim embargo, habra

que hacer un analisis histologico para determinar el dafio a nivel celular)

Figura 9. Cortes representativos de paladar de ratones hembras (experimento de n=4),
después de 16 semanas de induccion con 4NQO vy sacrificados a la semana 16. a) WT
Control; b) WT con 4NQO; ¢) ATG16L1" control; d) ATG16L1"™ con 4NQO.

De la misma forma, al observar los paladares de los machos tratados con 4NQO, tanto
WT como ATG16L1HM (figura 10b y 10d) solo por 8 semanas, no presentaron diferencias
significativas en comparacion con los grupos controles (figura 10a y 10c) (de igual manera
no se sabe si hay dafio celular).

Figura 10. Cortes representativos de paladar de ratones machos (experimento de n=4),

después de 8 semanas de induccién con 4NQO y sacrificados a la semana 16. a) WT Control;
b) WT con 4NQO; ¢) ATG16L1"M control; d) ATG16L1"M con 4NQO.
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7.3. DANO HISTOPATOLOGICO
Determinar el dafio histopatoldgico causado por el 4ANQO, permite establecer en qué

etapa se encuentra la enfermedad (hiperplasia, displasia, cancer in situ 0 COCE). En el caso
de las hembras, en los grupos control tanto WT como ATG16L1"™ (panel 11a y 11c) se
observa un epitelio sano, se observan las papilas filiformes y el epitelio plano estratificado
queratinizado. En ratones hembra WT 4NQO (panel 11b) se observa que el epitelio comienza
a desarrollar displasia en el dorso de la lengua. Sin embargo, los cambios morfolégicos y
estructurales en las células del epitelio son mas notorios en el grupo experimental
ATG16L1™ (panel 11d), donde podemos observar un epitelio hiperqueratizado, donde se
pierden las estructuras de las papilas, mayor displasia y la membrana basal se comienza a

perder.
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Figura 11. Cortes longitudinales representativos de lengua de ratones hembras

(experimento de n=4), con tincion hematoxilina y eosina (H&E) a un aumento a 10x. a) WT
sano; b) WT con 4NQO; ¢) ATG16L1"M sano; d) ATG16L1"Mcon 4NQO (las flechas indican

epitelio hiperqueratinizado y perdida de la membrana basal.

En los machos, en los grupos control tanto WT como ATG16L1HM (panel 12ay 12c),
nuevamente se observa epitelios sanos. Los grupos experimentales, a pesar de recibir la mitad
del tratamiento en comparacion con las hembras, si presentaron cambios histologicos. El
grupo WT 4NQO en machos (panel 12b) se puede observar aun la presencia de papilas, pero
ya hay displasia. Nuevamente el grupo ATG16L1"™ 4NQO en machos (panel 12d) presenta
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mayores cambios, se observa una capa hiperqueratinizada donde deberian estar las papilas,

displasia y la membrana basal comienza a perderse.

Figura 12. Cortes longitudinales representativos (experimento de n=4) de lengua de ratones
machos, con tincién hematoxilina y eosina (H&E) a un aumento a 10x. a) WT sano; b) WT
con 4NQO; ¢) ATG16L1"™ sano; d) ATG16L1"™ con 4NQO (las flechas indican epitelio
hiperqueratinizado y perdida de la membrana basal).
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7.4. PATRON DE MUCINAS EN SALIVA
Cuando la saliva se seca, produce un patron cristalizado en forma de helecho, por la

presencia de mucinas. Es por ellos, que para determina el dafio causado por el 4NQO a la
saliva de los ratones se utilizo la prueba de Ferning y se clasifico de acuerdo al criterio de
Ronaldo, esto permite clasificar el patron de helecho formado por la saliva en 4 categorias,
tipos I, 11, I11'y 1V, donde I y 1l se consideran sanos y 11 y IV se consideran anormales.

El patrén de mucinas salivales en hembras WT sanas y ATG16L1"M sanas (ver panel
13a y 13c) son de tipo 1, donde se siguen observando formas de helechos, pero hay mas
espacio entre las ramas. En el caso de las hembras WT 4NQO es de tipo I1- 111 (ver panel
13b), donde en el tipo Il los helechos son mas pequefios, formados de forma incompleta, se
observan pocas ramificaciones y mas espacio entre ellos. Para el grupo ATG16L1"M 4NQO,

la clasificacion es de tipo 11 (ver panel 13d).
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Figura 13. Muestras salivales de ratones hembras, tomadas a la semana 16, vistas a un
aumento a 10x. a) WT sano; b) WT con 4NQO; c) ATG16L1"M sano; d) ATG16L1"M con
4NQO (experimento de n=4).
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En el caso de los machos, de igual manera los grupos sanos WT y ATG16L1"M
presentaron un patron de mucinas tipo I-11 (ver panel 14a y 14c). Mientras que los grupos
WT 4NQO y ATG16L1"M 4NQO, presentaron un patrén tipo I1-111, debido a que comienzan

a aparecer grandes espacios entre helechos y pocas ramificaciones (panel 14b y 14d).

Figura 14. Muestras salivales de ratones machos, tomadas a la semana 16, vistas a un
aumento a 10x. a) WT sano; b) WT con 4NQO; ¢) ATG16L1"M sano; d) ATG16L1"M con
4ANQO (experimento de n=4).
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7.5. HEMATOCRITO
Con la finalidad de medir la cantidad de eritrocitos presentes en sangre como

respuesta al tratamiento con 4NQO, se realiz6 la medicidn del hematocrito a las 16 semanas.
El porcentaje del paquete celular en sangre de los grupos WT 4NQO y ATG16L1™ de
hembras (grafica 2a) no presentaron diferencias significativas uno respecto del otro (p>0.05).
Los machos, tampoco presentaron diferencias significativas en el porcentaje de globulos
rojos en los grupos WT 4NQO y ATG16L1"M 4NQO (p>0.05) (grafica 2b).
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Grafica 2. Hematocrito de ratones tratados con 4NQO, obtenido a las 16 semanas. a)
Hembras (p>0.05); b) Machos(p>0.05) (datos obtenidos de un experimento de n=4 para
ambos sexos).

7.6. ELISA

Debido a que IL-4 esta asociada a la progresién de varios tipos de carcinomas, esta
se cuantifico en 6rganos linfoides secundarios de ratones hembras que fueron inducidos a
COCE con 4NQO. Donde se observa que, en el cultivo de células totales de bazo, hay mayor
concentracion de IL-4 en el grupo ATG16L1HM 4NQO, en comparacion con el grupo WT
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4ANQO (ver grafica 3a). Al ser estimulados con concanavalina A , hay mayor concentracion
de IL-4 en el grupo WT 4NQO que en ATG16L1"M con 4NQO (Grafica 3b). Sin embargo,
la prueba de t no pareada no encontré diferencias significativas en ninguno de los casos
(p>0.05).

a) Bazo b) Bazo ConA
200 200-
150 _1sod L
E E
E 100- E 100-
Y h/
~ 50+ 50~
0 T 0 )
P & P &
NG Ny NG Ny
& F & F
K¢ K4
0 <0
v v

Grafica 3. Concentracion de interleucina -4 (IL-4) (pg/ml) en ratones hembras WT vy
ATG16L1"M con 4NQO (datos de un experimento de n=4). a) Células totales de bazo

(>0.05); b) Células totales de bazo estimuladas con concanavalina A (>0.05).

De igual manera, la concentracion IL-4 fue mayor en ratones hembras del grupo
ATG16L1"™ 4NQO en comparacion con el grupo WT 4NQO de hembras, en células de
ganglio cervical no estimulado (ver grafica 4a). Al estimular las células de ganglio cervical
con concanavalina A, la presencia de IL-4 es mayor en el grupo WT 4NQO que en
ATG16L1"M (ver grafica 4b). La prueba de t no encontro diferencias significativas en ganglio

cervical no estimulado y estimulado con concanavalina A (>0.05).
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De igual manera, la concentracion IL-4 fue mayor en ratones hembra del grupo
ATG16L1"™ 4NQO en comparacion con el grupo de hembras WT 4NQO, en el cultivo de
celulas totales de ganglio cervical no estimulado (ver grafica 4a). Al estimular las celulas
totales de ganglio cervical con Concanavalina A, la presencia de IL-4 es mayor en el grupo
WT 4NQO que en ATG16L1"M (ver grafica 4b). La prueba de t no encontro diferencias

significativas en ganglio cervical no estimulado y estimulado con concanavalina A (>0.05).
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Grafica 4. Concentracion de interleucina -4 (IL-4) (pg/ml) en ratones hembras WT Y
ATG16L1"™ con 4NQO (datos de un experimento de n=4). a) Células totales de ganglio
cervical (p>0.05); b) Células totales de ganglio cervical estimuladas con concanavalina A
(p>0.05).

Con el fin de comparar la respuesta al tratamiento con 4NQO en hembras y en
machos, también se obtuvo la concentracion de IL-4 en suero sanguineo a las 16 semanas en
ambos sexos. En el caso de las hembras, la concentracion de IL-4 del grupo WT 4NQO es

significativamente mayor (p<0.05) que en el grupo ATG16L1"HM 4NQO (ver grafica 5a). En
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los machos no hay diferencias significativas en la concentracion de IL-4 entre ambos grupos
(p>0.05) (ver grafica 5b).
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Grafica 5. Concentracion de interleucina -4 (IL-4) (pg/ml) en grupos WT y ATG16L1"M
tratados con 4NQO. a) Suero sanguineo de hembras a las 16 semanas (*p<0.05); b) Suero
sanguineo de machos a las 16 semanas (p>0.05) (datos de un experimento de n=4 para

ambos Sexos).

De manera adicional, se cuantifico la concentracion de IL-15 por ELISA, solo en
suero sanguineo y cultivo de celulas totales de ganglio cervical de ratones hembra,
estimulados con concanavalina A. En el caso del suero sanguineo, se observa una mayor
concentracion de IL-15 en WT 4NQO que en ATG16L1"™ 4ANQO (ver grafica 6a). En el
caso del ganglio cervical, sucedio lo mismo, se encontré méas concentracion de 1L-15en WT
4NQO en comparacion con el grupo ATG16L1"™ 4NQO (ver grafica 6b). Al realizar la
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prueba de t tanto en suero sanguineo como en ganglio cervical, se encontraron diferencias

significativas en la concentracion IL-15 en ambos grupos experimentales (p<0.05).
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Grafica 6. Concentracion de interleucina -15 (IL-15) en grupos de ratones hembras tanto
WT y ATG16L1"Mtratados con 4NQO (datos de un experimento de n=4). a) Suero sanguineo
(*p<0.05); b) Células totales de ganglio cervical (*p<0.05).

7.7. CITOMETRIA DE FLUJO
Debido a que los linfocitos tienen un papel importante en la respuesta inmunitaria

contra el cancer, se decidio cuantificar el porcentaje de estos en bazo de ratones hembra
inducidos a COCE experimental, por medio de la citometria de flujo. Como se puede
observar en la grafica 7a y 7b, hay mayor porcentaje de linfocitos en el grupo ATG16L1HM
4NQO en comparacion con el grupo WT 4NQO, de acuerdo con lo observado en los paneles,
se observa la presencia de otro grupo células, sin embargo, habria que hacer un analisis para

determinar de qué poblacion se trata. Por otro lado, se determind que porcentaje de células

30



corresponde a linfocitos B, donde hubo mayor porcentaje de estos en el grupo ATG16L1HM
4ANQO (grafica 7d), que en el grupo WT 4NQO (grafica 7c).
WT ATGI16L1 am
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Grafica 7. Citometria de flujo en bazo de ratones hembras (n=4). a) Porcentaje de linfocitos
en WT 4NQO; b) Porcentaje de linfocitos en ATG16L1"M 4NQO; c) Porcentaje de Células
B en WT 4NQO; d) Porcentaje de células B en ATG16L1"M4NQO.
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8. DISCUSION

La autofagia, puede considerarse un proceso complejo en presencia de cancer, no es
claro el papel que juega en esta enfermedad, debido a que todas las células nucleadas realizan
este proceso. Se ha sugerido que la autofagia tiene una funcién antitumoral, pero una vez
establecida la neoplasia, ocurren cambios adaptativos, que ayudan a la progresion del tumor.
Se ha encontrado que la deficiencia de proteinas clave en el proceso de autofagia, han sido
implicadas en la patofisiologia del cancer, en donde al disminuir la actividad autofagica
contribuye al mayor crecimiento y resistencia de células tumorales (Pefia y Bautista, 2013).

Sin embargo, otros estudios sugieren que la autofagia se asocia con la progresion y el
mal pronostico del COCE. Se ha encontrado en el caso de la proteina ATG16L1, se ha
reportado inmunoreactividad baja en muestras de mucosa oral normal, mientras que existe
una sobreexpresion de ATG16L1 en lesiones precancerosas y COCE en humanos, lo que
sugiere que una elevada actividad autofégica, lo que podria contribuir a la transformacion de
las células del epitelio escamoso oral (Nomura et al, 2009).

Es por ello por lo que el presente trabajo tuvo como objetivo evaluar la respuesta ante
la administracion de 4NQO, un carcindgeno sintético utilizado en modelos murinos para el
estudio de la carcinogénesis oral (Kanojia y Vaidya, 20005), en ratones WT y ATG16L1HM
y de esta manera comparar la respuesta de ambos grupos a diferentes pardmetros. Ademas,
el presente trabajo pretende comparar los resultados obtenido al realizar los experimentos
tanto en hembras como en machos, disminuyendo el tratamiento con 4NQO a 8 semanas en
estos Ultimos.

El primer parametro obtenido fue el peso corporal, en la gréfica 1, se muestra el
porcentaje de peso corporal monitoreado durante 16 semanas tanto en hembras como en
machos. En el caso de las hembras (panel a) no hubo diferencias significativas entre ambos
grupos WT 4NQO y ATG16L1"™M4NQO, aunque presentaron una baja de peso las primeras
semanas en el grupo ATG16L1"M, después se recuperaron, en la semana 16 ambos grupos
presentaron pérdida peso similar. Por el contrario, los machos (panel b), el grupo
ATG16L1"™ 4NQO tuvieron pérdida de peso significativamente menor que el grupo WT
4ANQO, en el caso de los machos al solo ingerir el 4ANQO por 8 semanas, no hubo una pérdida
de peso en la semana 16 al compararlo con el dia 0. La disminucion del peso corporal en el
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grupo ATG16L1"M podria deberse a una dificultad para ingerir alimento y bebida por la
progresion de la enfermedad. Como se ha sugerido, la presencia de desarrollo de cancer en
ratones se ve reflejada en los signos clinicos que presentan. Entre ellos destaca la disminucion
de la ingesta de alimentos y agua, deshidratacion y con ellos la pérdida de peso. En estudios
previos, se ha encontrado que ratones hembra C57BL/6 que recibieron 4NQO, presentaron
poca reduccion del peso corporal después de 16 semanas de tratamiento, esto lo asocian con
la restriccion en la ingesta de alimentos y no directamente con la progresion de la enfermedad
(Fernandez, 2012; Ludwig et al, 2019).

Por otro lado, se ha encontrado que el 4NQO nos permite producir varias etapas de la
formacion de COCE en animales experimentales, similar a los cambios histolégicos y
moleculares que ocurre en los humanos, induce etapas secuenciales de carcinogénesis como
lo son la hiperplasia, displasia, displasia severa, carcinoma in situ y SCC. (Kanojia y Vaidya,
2005; Schoop et al, 2009).

En primera instancia, se hizo un analisis macroscopico de lengua y paladar. En el caso
de las lenguas de las hembras (figura 7), ambos grupos tanto WT 4NQO como ATG16L1HM
4NQO presentaron lesiones precancerosas, correspondientes a leucoplasia, sin embargo, el
grupo ATG16L1"M 4NQO ademas de leucoplasia, también presentd tumores mas visibles y
de mayor tamafio que el grupo WT 4NQO. El grupo ATG16L1"M 4NQO presenté una
disminucion significativa en la longitud de la lengua en comparacién con el grupo WT
4ANQO. En el caso de los machos (figura 8), ambos grupos WT 4NQO y ATG16L1"M 4NQO
presentaron leucoplasia y el grupo ATG16L1"M 4NQO presento un pequefio tumor, sin
embargo, no se observaron diferencias significativas en la longitud de la lengua entre los
grupos que recibieron 4NQO.

También se hizo un analisis macroscopico de los maxilares de hembras y machos
(figura 9 y 10) en donde en ninguno de ellos se observd diferencias significativas al
compararlos con los grupos controles. En este caso, debe hacerse un analisis histoldgico para
buscar cambios en las células epiteliales.

Ademas de los cambios observado a nivel macroscopico, el dafio histolégico nos
permite corroborar el nivel de severidad y avance que tiene la enfermedad. Como lo reportado
por Schoop et al (2009), la utilizacién de 4NQO para producir COCE experimental, trae

cambios histologicos en el epitelio oral, similar a lo que ocurre en los humanos. En las
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hembras (figura 11), ambos grupos tratados con 4NQO WT y ATG16L1"M presentaron
cambios histologicos importantes en comparacion con los grupos controles, sim embargo,
nuevamente es el grupo ATG16L1"™M el que presentd los cambios son mas notorios, con la
presencia de un epitelio hiperqueratinizado, en el que no se observan papilas, hay displasia
severa, incluso se observa que la membrana basal se comienza a perder, lo que puede deberse
a la infiltracién de células transformadas. En los machos, los grupos que recibieron que
recibieron 4NQO presentaron cambios morfoldgicos y estructurales, pero el grupo
ATG16L1"™ 4ANQO es el que presenta cambios mas drasticos (figura 12).

Los datos obtenidos tanto en el analisis macroscopico como histoldgico, los grupos
ATG16L1"™ 4NQO tanto en hembras como en machos, presentan un avance significativo
de la enfermedad en comparacion con el grupo WT 4NQO. Los datos sugieren que la
expresion disminuida de la proteina ATG16L1 acelera el proceso de carcinogenesis en
ratones.

La saliva es un fluido importante para la salud bucal, ya que desempefia una gran
variedad de funciones que van desde la lubricacion y humectacion, homedstasis y proteccién
bacteriana, participa en la digestion, gusto y olfato, amortiguacion, mineralizaciéon y
cicatrizacién de heridas. Kaplan et al (2002), sugieren que la saliva tiene capacidad protectora
contra el cancer oral. Este fluido es sintetizado por las glandulas salivales mayores (parotidea,
submandibular y sublingual) y menores (labiales, bucales, linguales y palatinas),
principalmente en las células acinares (Roblegg et al, 2019).

La saliva estd compuesta de 99,5 % de agua, 0,2 % de sales inorganicas y enzimas y
0,3 % de proteinas. Las proteinas encontradas incluyen amilasa, mucinas, entre otras. En lo
que respecta a las mucinas, se identifican dos tipos, MG1 (de alto peso molecular) producida
por las células caliciformes en las glandulas submandibulares y sublinguales y MG2 (de bajo
peso molecular) producida por las glandulas submandibulares, sublinguales y glandulas
menores. Este grupo de mucinas participan en los mecanismos de defensa de la mucosa bucal
y se ha encontrado que las mucinas de la glandula submandibular bovina neutralizan los
radicales libres (Busch y Borda, 2009; Roblegg et al, 2019).

Cuando una muestra de fluido corporal, como las lagrimas o la saliva se secan se
produce un patrén cristalizado en forma de helecho debido a la presencia de estas mucinas.

El patron de mucinas se utiliza para determinar 0jo seco, aunque también se ha utilizado en
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saliva como método poco confiable para establecer el periodo fértil en mujeres, asi como
también se ha utilizado en el diagnostico del Sindrome de Sjogren. Para determinar el patron
de mucinas, se utiliza la prueba de Ferning y se clasifica de acuerdo con el criterio de
Rolando, esto permite clasificar el patron de helecho en 4 categorias (tipos I, Il, 111y V),
considerandose los tipos | Y Il normales y los tipos Il y IV se asocian con procesos
patologicos (Masmali et al, 2014; Trinidad et al, 2018).

Ya que, se ha sugerido que la saliva tiene un efecto anticarcindgeno, que retrasa y
disminuye el nivel de proliferacion celular inducido por 4ANQO (Kaplan et al, 2002), se
decidié hacer un analisis al microscopio de muestras salivales de ratones para determinar si
hay un cambio en el patrén de helecho ocasionado por el carcindgeno 4NQO. En el patron
de mucinas en las hembras (figura 13), los grupos WT y ATG16L1"M control presentaron el
tipo 11, considerado normales, mientras que WT 4NQO de tipo II-111 y ATG16L1"™ 4NQO
de tipo Ill, la prueba de Ferning sugiere que se asocia a un proceso patologico. Para los
machos (figura 14), los grupos control WT y ATG16L1"M presentan un patron de mucinas
tipo I-11 y los grupos WT 4NQO y ATG16L1™ presentan el mismo dafio al ser de tipo 11-
I11. Segun los datos obtenidos, al consumir 4NQO durante un tiempo determinado, los ratones
tanto hembras como machos, presentan un cambio en el patrén de helecho de la saliva.

Como consecuencia del desarrollo de neoplasias, es frecuente que se presenten
alteraciones hematoldgicas, que se manifiestan como deficiencia en el nimero de las células
sanguineas. se decidio realizar la cuantificacién del hematocrito, con el fin de conocer el
porcentaje de globulos rojos, los cuales tienen la funcion de transportar oxigeno a todas las
células del cuerpo y la remocién del dioxido de carbono como producto de la oxidacion
celular. Se conoce que los niveles bajos de estas células provocan anemia, que es la
complicacién hematoldgica mas frecuente en pacientes con cancer, la cual puede deberse a
sangrado, destruccion y/o descenso de la produccion de eritrocitos. Por el contrario, la
eritrocitosis es un aumento de globulos rojos, lo que ocasiona hiperviscosidad sanguinea con
dificultad de flujo intravascular y disminucion del aporte de oxigeno a los tejidos, sin
embargo, esta Ultima estd mas asociada a neoplasias productoras de eritropoyetina (Mejia y
Alzate, 2016; Pefialver y Martinez, s.f.).

De acuerdo a los resultados obtenidos (grafica 2), no hay diferencias significativas

con respecto al porcentaje de eritrocitos entre los grupos WT 4NQO y ATG16L1"M 4NQO
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tanto de hembras como de machos, sin embargo, los datos son inconclusos y no nos permiten
analizar si hay una alteracion en el nimero de células rojas con la ingesta de 4NQO.

En las reacciones inmunitarias, los linfocitos T juegan un papel importante en la
eliminacién de células tumorales. Existen dos principales clases de linfocitos T, CD4+ y
CD8+, los cuales actuan de formas diferentes y complementarias, en el caso de los linfocitos
T efectores CD4+ constan de subpoblaciones de linfocitos cooperadores: Thl, Th2 y Thl7,
los cuales actian por distintas citocinas secretadas. La alteracion de las respuestas
inmunitarias Thl y Th2, podria facilitar el desarrollo y progresion del cancer (Abbas et al,
2022; Kwon et al, 2015).

La IL-4, es una citocina Th2, que actia como un factor de supervivencia autocrino
por la via de sefializacion Stat6, lo que resulta en resistencia a la apoptosis inducida por el
ligando de muerte. Por lo que IL-4 estd asociado con la progresion de varios tipos de
carcinomas. En el caso del cancer oral, se ha encontrado una alta expresioén de IL-4Ra
(receptor de interleucina 4) en muestras de tumor primario, en otro estudio se encontr6 mayor
expresion de IL-4 en sangre periférica de pacientes con COCE (Kwon et al, 2015; Manchanda
et al, 2006). Es por ello que se obtuvo la concentracién de IL-4 por ELISA en 6rganos
linfoides secundarios. En células totales de bazo y ganglio cervical no estimulados de
hembras, fue mayor la concentracion de IL-4 en el grupo ATG16L1HM 4NQO que en el grupo
WT 4NQO (Grafica 3a y 4a), lo que puede sugiere que su alta concentracion puede ser un
factor de progresion de carcinogénesis en el grupo ATG16L1"M, sin embargo, los datos
no son significativos.

En el caso del cultivo celular de células totales de bazo y ganglio cervical de hembras
estimuladas con concanavalina A, se encontré una mayor concentracion de I1L-4 en el grupo
WT 4NQO que en ATG16L1"M 4NQO (Grafica 3b y 4b). Se decidio utilizar concanavalina
A debido a que es un agente mitogenico, que estimulan la proliferacion de linfocitos T de
manera policlonal por la interaccion con el receptor TCR que induce a las células a la
replicacion del DNA. La baja concentracion de IL-4 en el grupo ATG16L1"M 4NQO podria
deberse a un agotamiento de linfocitos T, lo que provoca gque la estimulacion de estos produce
menor capacidad de proliferacion y menor produccién de citocinas, esto contribuye a que los
tumores puedan evadir la respuesta inmune, aunque, los datos no son estadisticamente
significativos (Abbas et al, 2022; Carvalho et al, 2018).
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Se determind la concentracion de IL-4 en suero sanguineo a las 16 semanas tanto en
hembras como en machos (grafica 5). En hembras hubo mayor concentracion de IL-4 en el
grupo WT 4NQO que en el grupo ATG16L1"M 4NQO. En el caso de los machos no hubo
diferencias significativas entre ambos grupos. En este caso, la alta concentracion de I1L-4 en
hembras podria deberse a que hay otras poblaciones celulares produciendo IL-4, ya que esta
interleucina puede ser secretada principalmente por mastocitos, células Th2, eosinéfilos y
baséfilos (Gadani et al, 2018).

De igual manera se cuantificd la concentracion de IL-15 en suero sanguineo a las 16
semanas Y cultivo celular de células totales ganglio cervical de ratones hembra estimulados
con concanavalina A. Debido a que esta participa en la inmunidad innata, mediada por
neutréfilos, monocitos/macrofagos y por células asesinas naturales (NK), y en la inmunidad
adaptativa, mediada por linfocitos T y B. Esta citosina tiene la capacidad de promover la
diferenciacion y expansion de linfocitos T, linfocitos B y células NK, que conducen a
respuestas antitumorales, lo que la hace una excelente candidata para la terapia contra el
cancer. Se ha encontrado, que la IL-15, contribuye a la infiltracion de células CD8+ para la
inhibicién tumoral en melanoma humano, asi como la perdida de IL-15 en tumores
colorrectales se relaciona con una menor proliferacion de células T, mayor recurrencia de
tumores y con ello menor supervivencia en pacientes. Sim embargo, se ha encontrado que
una alta concentracion de 11-15 intratumoral en pacientes con cancer de cabeza y cuello, esta
relacionado con un mal resultado clinico, esto debido a la amplificacion de la respuesta
antiinflamatoria (Badoual et al, 2008; Guo et al, 2021, Isvoranu et al, 2021; Santos, 2006).

En nuestros resultados, se encontré una mayor concentracion de I1L-15 en el grupo
WT 4NQO (grafica 6). Lo que nos puede sugerir que hay una mayor proliferacion de células
con actividad antitumoral producidas por la IL-15 en este grupo, que en el grupo
ATG16L1"M 4NQO.

Los linfocitos son las principales células efectoras inmunes en carcinoma de células
escamosas de cabeza y cuello (COCECC), lo que sugiere un vinculo entre el desarrollo del
carcinoma y la alteracion de la respuesta inmunitaria antitumoral. Al igual que los linfocitos
T, los linfocitos B tienen un papel fundamental en el desarrollo del cancer. Entre sus
funciones esta la produccion de inmunoglobulinas, la presentacion de antigenos y la

secrecion de citocinas proinflamatorias. Por lo que, en cancer, pueden ser antitumorales o ser
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promotores de tumores. Los estudios en canceres humanos han mostrado que la densidad de
células B, se relaciona con un pronostico favorable, en el caso del COCE, se ha encontrado
una alta densidad de linfocitos B CD20+ en tumores, lo cual asocian a un buen pronéstico de
la enfermedad, en otro estudio, se observa una reduccion del nivel de linfocitos B CD19+ en
sangre de pacientes con COCE, en comparacion con un grupo sano. En algunos modelos
murinos, las células B y sus anticuerpos, pueden favorecer a la aparicion y propagacion del
cancer, en ratones con carcinoma de células escamosas (CCE), se ha encontrado que las
células B fomentan la carcinogénesis, ya que al aplicar ratones con agotamiento de células B
se evita la progresion neoplasica (Affara et al, 2014; Caruntu et al, 2022; Fridman et al, 2020;
Suérez et al, 2021).

En los resultados obtenidos en la citometria de flujo realizada en bazo de ratones
hembra (grafica 7), hay un porcentaje elevado de linfocitos en el grupo ATG16L1"M4NQO
en comparacion con el grupo WT 4NQO. De igual manera, se encontré un mayor porcentaje
de linfocitos B en el grupo ATG16L1"M 4NQO. Los datos nos muestran el papel que tiene
los linfocitos en el desarrollo del cancer, principalmente los linfocitos B. Los resultados

pueden sugerir que los linfocitos B fomentan la carcinogénesis en el grupo ATG16L1"M,
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9. CONCLUSION

La expresion reducida de la proteina ATG16L1 en ratones de ambos sexos resulta en un
proceso acelerado de carcinogénesis en la cavidad oral. La induccion de esta proteina podria
contribuir de manera positiva en el pronostico de cancer de células escamosas en la cavidad

oral.
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ANEXO TECNICO

1. ANEXO 1. TREN DE DESHIDRATACION E INCLUSION DE TEJIDOS

1. Agua corriente 30 min
2. Alcohol 50% 30 min
2. Alcohol 60% 20 min
3. Alcohol 70% 20 min
4. Alcohol 75% 20 min
5. Alcohol 80% 20 min
6. Alcohol 85% 20 min
7. Alcohol 90% 20 min
8. Alcohol 100% I 20 min
9. Alcohol 100% I1 20 min
10. Alcohol amilico | 20 min
11. Alcohol amilico Il 20 min
12. Parafina | 24 hrs a 54°C
13. Parafina Il 24 hrs
14. Inclusion

2. ANEXO 2. TREN DE TINCION HEMATOXILINA Y EOSINA

1. Xilol'l 15 min
2. Xilol 1l 10min
3. Alcohol 100% 10 lavadas
4. Alcohol 90% 10 lavadas
5. Alcohol 80% 10 lavadas
6. Alcohol 70% 10 lavadas
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10.

11.
12.
13.
14.
15.
16.
17.
18.
19.
20.
21.
22.

Agua corriente
Hematoxilina
Agua corriente

Alcohol acido

Agua corriente
Carbonato de litio
Agua corriente
Alcohol 100%
Eosina
Alcohol 70%
Alcohol 80%
Alcohol 90%
Alcohol 100%
Xilol I

Xilol 1V

Montar con Entellan
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10 lavadas
15 por min
10 lavadas
1 lavada

10 lavadas

1 lavada

1 lavada
10 lavadas
7 min

10 lavadas
10 lavadas
10 lavadas
10 lavadas

10 lavadas

Hasta montar



	Sin título

